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Background and ObjectivesZZChlamydia pneumoniae (C. pneumoniae) is a well-known 
pathogen of upper and lower respiratory tract infection. For a more efficient and practical cell cul-
ture system, we studied the growth of two clinical isolates of C. pneumoniae in selected cell lines 
derived from the human respiratory tract. 
Materials and MethodZZHeLa 229, HEp-2, which are well-known cell lines for the culture of 
C. pneumoniae, and AMC-HN-4, AMC-HN-7, AMC-HN-8, which are the newly developed cell 
lines in Korea were examined. Strains of C. pneumoniae used in this study were TW-183 and 
LKK-1 (the first Korean strain). Chlamydia was inoculated on each confluent cell line and incu-
bated for 48 hrs. After staining with anti-Chlamydial lipopolysaccharide monoclonal antibody, 
we compared the efficiency of the C. pneumoniae infection on each cell line by counting the in-
clusion bodies.
ResultsZZIn culturing C. pneumoniae LKK-1, AMC-HN-4 cells consistently yielded higher in-
clusion body counts than HeLa 229 cells did, whereas inclusion body counts by AMC-HN-7 cells 
was low. AMC-HN-7, AMC HN-8 cells yielded lower inclusion body counts than HEp-2 cells. In 
culturing C. pneumoniae TW-183, AMC-HN-4, AMC-HN-7, and AMC-HN-8 cells did not yield 
lower inclusion body counts than HeLa 229 cells did. AMC-HN-7 cells yielded lower inclusion 
body counts than HEp-2 cells. 
ConclusionZZThe newly established upper airway epithelial cell lines, AMC HN-4 and AMC 
HN-8, had similar culture efficiency as HeLa 229 and HEp-2 cells for Chlamydial infection; there-
fore, these two cell lines could be used for the future studies of C. pneumoniae.
	 Korean J Otorhinolaryngol-Head Neck Surg 2013;56:90-4
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서      론

Chlamydia pneumoniae(C. pneumoniae)는 Chlamydia 속
(屬)에 속한 균종 중에서 세 번째로 동정된 균주로 1986년 처

음으로 동정되었고,1) 부비동염, 인두염, 중이염, 폐렴, 기관지염 

등 여러 호흡기 질환의 원인으로 알려져 있다.2-4) 이외에도 C. 

pneumoniae의 만성 감염이 심혈관 질환이나 만성 호흡기 질환
과 관련성이 있다는 보고가 제기된 바 있다.5)

C. pneumoniae는 연구 및 진단에 필수적인 임상검체로부터
의 균의 분리 및 배양은 매우 어려운 것으로 알려져 있는데,6) 국

내에서는 Choi 등7)에 의해 474개 이상의 객담 검체에 대한 분리 

시도가 실패로 돌아갔다는 보고가 있다. 2002년 본 연구자들
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은 C. pneumoniae를 국내 최초로 분리 배양하는 데 성공하여 
C. pneumoniae LKK-1로 명명한 바 있다.8)

세포내 증식을 하는 C. pneumoniae는 현재까지 자궁경부세
포, 내피세포, 대식세포, 평활근 등에서 배양이 성공적임이 보

고되고 있는데, 전통적으로 HeLa 229, HEp-2 세포주가 배양

효율이 높아서 흔히 사용된다.9) 그러나 HeLa 229 세포주와 

HEp-2 세포주는 자궁경부암으로부터 유래하였으므로, 실제 

호흡기 감염을 일으키는 C. pneumoniae의 세포내 작용 기전에 
대한 연구시 제한점을 갖는다. 현재까지 가장 흔한 감염소인 상

부 호흡기로부터 유래되어 효율적으로 배양에 성공한 세포주

가 아직 보고되고 있지 않으므로 실제로 인체에서 균의 감염이 

일어나는 상부 호흡기 상피세포주를 찾는 것이 이 균의 연구에 

중요할 것으로 생각된다. 

1997년 Kim 등10)은 후두암 및 설암에서 기원한 호흡기 상피

세포주를 개발, 보고하였는데, 본 연구의 목적은 이들 세 개의 

호흡기 상피세포주가 얼마나 C. pneumoniae의 배양에 효율적
인가를 알아보고자 함이다.

재료 및 방법 

세포주 

전통적으로 Chlamydia 배양에 사용되는 HeLa 229 [(Amer-
ican Type Culture collection) ATCC # CCL-2.1], HEp-2 세포

주(ATCC # CCL-23)와 최근 개발된 AMC-HN-4, AMC-HN-7, 

AMC-HN-8 세 개의 호흡기 상피세포주를 37℃, 5% CO2 배

양기에서 3~4일간 키운 후 계대배양하여 사용하였다. 배지는 

Eagle’s Minimal Essential Media(MEM, GibcoBRL, Cat# 

41500-067)에 10% fetal bovine serum(FBS)를 첨가하였고, 

2일마다 교체하였다.

C. pneumoniae를 접종(inoculation)하기 위해서 멸균된 cov-
er glass를 넣은 24 well plate에 2.5×105 cells/mL를 각 well마

다 1 mL씩 넣고 37℃에서 24시간 배양하여 단일층을 형성한 

것을 확인하여 균주를 접종할 준비를 하였다.

Chlamydia pneumoniae

국내 균주인 C. pneumoniae LKK-18)과 ATCC 표준 균주인 
C. pneumoniae TW-183을 이용하였다. 균주는 기존에 보고된 
바와 같이 HEp-2 세포주에서 증폭하여, 30% urografin을 이

용한 분리를 하였고, Sucrose-Phosphate-Glutamate(sucrose 

75 g; KH2PO4 0.52 g; Na2HPO4 1.22 g; glutamic acid 0.72 g; 

H2O 1 L; pH 7.4~7.6) buffer로 희석하여 -70℃에서 보관하였

다.11)

균 접종 및 배양

균주를 well당, 104 Inclusion Forming Unit를 넣고, 900×

g에서 1시간 동안 실온에서 원침한 뒤에, cycloheximide(1 

ug/mL)가 첨가된 10% FBS-MEM 배지를 넣고 35℃, 5% 

CO2 배양기에서 48시간 배양하였다.
12)

면역형광염색

48시간 배양한 well에서 배지를 흡인한 후, PBS 1 mL로 1회 

세척하고 100% 에탄올을 well당 1 mL씩 넣고 15분간 고정시

켰다. Cover glass를 꺼내어 말린 후 슬라이드에 Chlamydia에 
대한 Fluorescein isothiocyanate-conjugated monoclonal 

antibody(Chlamydia FA, Denka Seiken, Tokyo, Japan) 20 μL

씩 올려놓고, cover glass를 덮었다. 37℃에서 30분간 보존한 

뒤, PBS와 3차 증류수로 세척후 cover glass를 말리고 50% 

glycerol PBS를 슬라이드에 올려놓고 cover glass를 덮고 형

광현미경으로 관찰하였다.

봉입체(Inclusion body) 수 계산 

면역형광현미경으로 400배로 관찰하면서 20시야에서 봉입

체(inclusion body)의 수를 세어 계산하였다. 실험은 각 세포주

당 6번씩 시행되었다.

통  계

통계학적 분석은 dBSTAT software version 4.0(dBSTAT, 

Inc., Seoul, Korea)을 이용한 Analysis of Varience 분석을 시

행하여 세포주에 따른 C. pneumoniae 균주 배양의 효율성을 
비교하였다. 사후 검정으로 Scheffe 검정을 하여 각 세포주에 

따른 감염력을 비교하였다. 유의 수준은 5%로 하였다.

결      과

형광현미경 결과 

HeLa 229, HEp-2 세포주와 AMC-HN-4, AMC-HN-7, 

AMC-HN-8 세포주에 LKK-1과 TW-183 균주를 이용하여 배

양하였고, 면역형광염색을 하고 형광현미경으로 확인한 결과, 

다양한 크기 및 형태의 봉입체를 관찰할 수 있었다(Fig. 1).

세포주에 따른 Chlamydia pneumoniae LKK-1의 

봉입체수

C. pneumoniae LKK-1 균주로 감염시킨 세포주에서 봉입체 
수를 측정하였고, 6번의 실험을 반복하여 평균을 구하였다(Fig. 

2). HeLa 229는 26831±10452, HEp-2는 39578±7272, AMC-

HN-4는 47859±7604, AMC-HN-7은 9191±3336, AMC-
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HN-8는 21777±10827이었다. 배양의 효율성은 HeLa 229 세

포주에 비해 HEp-2 세포주와 AMC-HN-8 세포주는 차이가 

없고, AMC-HN-4 세포주는 유의하게 높고(p＜0.05), AMC-
HN-7 세포주는 유의하게 낮았다(p＜0.05). HEp-2 세포주에 
대해서 AMC-HN-4 세포주는 차이가 없고(p＞0.05), AMC-
HN-7, AMC-HN-8 세포주는 유의하게 낮았다(p＜0.05). 

세포주에 따른 Chlamydia pneumoniae TW-183의 

봉입체수

C. pneumoniae TW-183 균주로 감염시킨 세포주에서 봉입
체수를 측정하였고, 6번의 실험을 반복하여 평균을 구하였다

(Fig. 3). HeLa 229는 17554±6033, HEp-2는 28152±6700, 

AMC-HN-4는 24923±3101, AMC-HN-7은 10267±2565, 

AMC-HN-8은 20120±6656이었다. 배양의 효율성은 HeLa 

A B C

Fig. 1. Immunofluorescent staining for inclu-
sion bodies (Chlamydia pneumoniae LKK-1) 
in HeLa 229 (A), HEp-2 (B), AMC-HN-4 (C), 
AMC-HN-7 (D), and AMC-HN-8 (E). The arrow 
indicates intracytoplasmic inclusion body of 
C. pneumoniae (×100). D E

Fig. 2. Results of inclusion body counting (Chlamydia pneumoniae 
LKK-1) in HeLa 229, HEp-2, AMC-HN-4, AMC-HN-7, and AMC-
HN-8 (*p<0.05). SD: standard deviation.
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Fig. 3. Results of inclusion body counting (Chlamydia pneumoniae 
TW-183) in HeLa 229, HEp-2, AMC-HN-4, AMC-HN-7, and AMC-
HN-8 (*p<0.05). SD: standard deviation.
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229 세포주에 비해 HEp-2 세포주가 유의하게 높고(p＜0.05), 
AMC-HN-4, AMC-HN-7, AMC-HN-8 세포주는 차이가 없

었다(p＞0.05). HEp-2 세포주에 대해서는 AMC-HN-7 세포
주만 유의하게 낮았다(p＜0.05).

고      찰

C. pneumoniae는 상하기도 감염의 주요 원인균으로서, 지역
사회 획득폐렴 원인균의 10~20%를 차지하는 것으로 알려져 

있고,2) 국내의 경우 혈청학적 진단 기준을 적용했을 때 지역사

회 획득폐렴 환자의 약 12%에서 원인균으로 알려져 있다,3) C. 
pneumoniae 항체보유는 학동기 아동의 30% 미만에서 발견되
고,13) 20세 이하의 50%, 60~70세의 70~80%에서 발견되는 것

으로 보고되고 있어 유병률이 높음을 알 수 있다.5)

이비인후과적인 영역에서 보면 급성 중이염 환자의 8%에서 

C. pneumoniae가 원인균으로 생각된다는 보고가 있으며,14) 인
후염, 중이염, 부비동염의 5~10%에서 C. pneumoniae가 원인
인 것으로 보고되고 있다.4,6) 일본의 보고를 보면 소아 급성 호

흡기 감염환자 411명 중 58명(14.1%)에서 C. pneumoniae가 
동정되었고, 이 중 폐렴이 34.5%, 기관지염이 41.4%, 상기도 호

흡기 감염이 24.1%였다.15)

고전적으로 C. pneumoniae 배양시 흔히 자궁경부암 세포주
인 HeLa 229, HEp-2 세포주가 배양 효율이 좋아서 사용되어 

왔는데, Chlamydia 균주 중에 C. pneumoniae는 비교적 최근
에 동정이 되었고, 이전에는 성병균인 Chlamydia trachomatis
에 관한 연구가 많이 시행되었기 때문이다. 질병 모델 연구를 위

해서 C. pneumoniae는 종래에는 후두상피세포 기원으로 알려
진 HEp-2 세포가 많이 쓰였으나,9) 이 역시 미국세포주은행인 

ATCC에서는 자궁경부암 세포의 변종으로 생각된다고 언급하

고 있다.16) 세포주마다 생물학적 현상의 차이가 있으므로 상하

부 호흡기 감염을 일으키는 C. pneumoniae의 연구에서는 호
흡기 상피세포에서 유래한 세포주의 확립이 절실하다고 할 수 

있다. 기존의 연구에서는 Wong 등9)이 후두암 기원의 HR6 세

포주가 HeLa 229, HEp-2 세포주와 비교해서 C. pneumoniae 
배양효율이 좋지 않았음을 보고하였다. 본 연구에서는 이와 같

은 목적을 위해 상부 호흡기 상피세포주로 국내에서 최근 개발

된 설암에서 기원한 AMC-HN-4와 후두암에서 기원한 AMC-

HN-7, AMC-HN-8 세포주에서의 C. pneumoniae 배양 효율
성을 고전적으로 사용되는 HeLa 229, HEp-2 세포주에서의 배

양 효율성과 비교하여 향후 연구에서의 이용 가능성을 알아보

고자 하였다.

최근 국내에서 개발된 세 가지 세포주를 이용한 본 실험의 결

과 기존에 배양을 위해 이용하던 HEp-2 세포주와 비슷한 감

염효율을 보인 AMC-HN-4와 AMC-HN-8 세포주는 앞으로 

실제 임상과 비슷한 생물학적 조건에서 실험이 가능할 것으로 

생각된다. 또한 본 연구에서는 HEp-2 세포주의 감염 효율이 

HeLa 229 세포주보다 높게 측정되어 이전 연구와 일치하는 결

과를 보였다.9)

기관지 호흡상피세포주도 생물학적으로 실제와 가까운 세포

라는 장점이 있지만 감염효율이 떨어지는 문제가 있어왔다. 최

근 기관지 호흡상피세포인 BEAS-2B 세포는 HEp-2 세포에 비

해 C. pneumoniae의 감염이 20분의 1 정도 낮은 것으로 알려
지고 있다.17) 따라서 본 연구자들이 이번 연구를 통해 기존의 세

포주에 비교하여 효율성이 낮지 않은 기도 상피세포 유래 세포

주를 처음으로 제시한 것으로 생각된다.

본 실험을 포함하여 C. pneumoniae의 감염을 위해서 원심
분리하는 것이 감염을 증가시키는 것으로 알려지고 있다.12) 이 

과정이 일부 cytokine의 분비를 증가시킨다는 보고가 있어,18) 

cytokine에 관한 연구에서는 원심분리과정에 대해 신중하게 고

려해야 할 것이다. 그러나, 본 연구는 감염효율에 관한 비교 연

구로 대조군과 실험군을 같은 조건으로 원심분리하여 감염시

켰으므로 이 과정에 의한 오류의 가능성은 배제되었을 것으로 

생각된다.

C. pneumoniae 배양시 세포주를 polyethylene glycol, tryp-
sin, Diethylaminoethyl(DEAE)-dextran 등으로 전처치하면 

더 효과적이라는 보고가 있으나,9,19) 다른 연구자들은 DEAE-

dextran 전처치가 오히려 봉입체의 크기를 감소시키고 이전에 

보고되었던 배양시 이점이 없다는 보고를 하였다.20) 본 연구에

서는 이러한 전처치 과정을 생략함으로써 배양 과정을 단순

화시키고자 하였다.

결론적으로 최근 개발된 상부 호흡기 상피세포주에 대한 실

험결과 AMC-HN-4 세포주는 기존에 배양을 위해 이용하던 

HeLa 229 세포주, HEp-2 세포주와 비슷하거나 높은 감염의 

효율을 보였고, AMC-HN-8 세포주는 기존에 배양을 위해 이

용하던 HeLa 229 세포주와 비슷하며 HEp-2 세포주에 비해서

는 C. pneumoniae 균주의 종류에 따라 비슷하거나 낮은 감염
효율을 보였다. 이에 본 저자들은 AMC-HN-4, AMC-HN-8 

세포주는 앞으로 C. pneumoniae의 여러 연구에 유용하게 사
용할 수 있을 것으로 생각한다.
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